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Com atividade antioxidante e estrogênica, isoflavonas de soja têm
sido associadas à diminuição do risco de câncer e doenças
cardiovasculares. Assim, buscou-se nesse trabalho a padronização
de um método de extração de isoflavonas a partir do melaço de
soja e avaliar a respectiva concentração plasmática e urinária após
o consumo deste extrato, em coelhos. As isoflavonas foram extraídas
em etanol 90% e purificadas em uma coluna de extração em fase
sólida C18, obtendo-se rendimento de 81%. O extrato purificado
foi adicionado à dieta dos animais (5 mg de isoflavonas/kg de peso
corporal/dia), que foram observados por período experimental de
6 meses. A concentração das isoflavonas (genisteína e daidzeína)
dos extratos, da ração, do plasma e da urina foi determinada por
CLAE. A concentração média de isoflavonas no plasma foi de 4
mM e a excreção urinária foi de 22 mmoles/24 horas. A purificação
das isoflavonas a partir do melaço de soja resultou em preparação
adequada para estudos experimentais.
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INTRODUÇÃO
As lavouras de soja ocupam 15 milhões de hectares
de terra no Brasil, que produzem, em média, 40 milhões de
toneladas de soja anualmente (Conab, 2002). Em termos
mundiais, o Brasil é o segundo produtor de soja, estando
atrás do EUA e à frente da Argentina. (Conab, 2002). Os
orientais, no entanto, são os maiores consumidores de pro-
dutos derivados de soja, observando-se relação inversa
entre o consumo das isoflavonas e a incidência de doenças
cardiovasculares na população japonesa (Fukutake et al.,
1996). Vários estudos têm demonstrado que o consumo de
soja reduz o risco de várias doenças, como câncer de mama
e próstata, osteoporose, doenças cardiovasculares e os sin-
tomas da menopausa (Messina, 1999; Tikkanen,
Adlercreutz, 2000). Os estudos dos efeitos benéficos da soja
culminaram com a recomendação do FDA (Food and Drug
Administration-USA, 1999) do uso de 25 g/dia de proteína
da soja para a prevenção de doenças cardiovasculares. Po-
rém, ainda não está elucidado quais componentes da soja
são responsáveis pelos seus efeitos antiaterogênicos. A pro-
teína da soja, as saponinas e as isoflavonas têm sido consi-
derados como os componentes mais eficientes, porém, aten-
ção especial tem sido dada às isoflavonas.
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As isoflavonas genisteína, daidzeína e gliciteína,
assim como suas formas glicosiladas (genistina, daidzina
e glicitina), formonetina e biocianina A são consideradas
substâncias potencialmente antioxidantes (Ruiz-Larrea et
al., 1997), com ação estrogênica (Murphy, 1982; Santell
et al., 1997), inibidoras de crescimento tumoral (Wei et al.,
1993) e da agregação plaquetária (Furman et al., 1994). As
isoflavonas derivadas da soja apresentam propriedades
antiproliferativas in vitro (Akiyama et al., 1987). A
genisteína, em particular, altera a atividade de fatores de
crescimento e inibe as tirosina quinases (Akiyama et al.,
1987), a adesividade celular e a migração e proliferação de
células musculares lisas envolvidas na formação da lesão
aterosclerótica (Mäkela et al., 1999; Raines, Ross, 1995).
O consumo de isoflavonas da soja também tem efeitos
benéficos sobre a reatividade vascular, em macacas e
mulheres na peri e pós-menopausa (Nestel et al., 1997;
Honoré et al., 1997). Por exercerem atividade estrogênica
e aliviar alguns sintomas da menopausa, as isoflavonas
são também chamadas de fitoestrogênicos e têm sido uti-
lizadas como alternativa para a terapia de reposição
hormonal (Tikkanen, Adlercreutz, 2000).
Considerando-se a importância das isoflavonas da
soja e sua potencial utilização como fitoterápico, avalia-
ram-se diversas condições de extração destes compostos
a partir do melaço, um subproduto da soja obtido durante
a preparação industrial da proteína isolada da soja e, atu-
almente, sem valor comercial. O melaço derivado da soja
apresenta aproximadamente 34,6% de carboidratos, 3,2%
de proteína, 3,1% de gordura, 4,2% de minerais (Barnes et
al., 1994) e aproximadamente 2 g/L de isoflavonas, repre-
sentando uma das principais fontes de isoflavonas deriva-
das da soja. A utilização deste subproduto apresenta van-
tagens econômicas devido à possibilidade de comercia-
lização das isoflavonas pela indústria alimentícia e/ou
farmacêutica. Neste trabalho, avaliou-se a concentração
plasmática e urinária de genistina, daidzina, genisteína,
daidzeína e equol no plasma e na urina de coelhos
suplementados com o extrato de isoflavonas purificadas a
partir do melaço de soja.
MATERIAL E MÉTODOS
Extração de Isoflavonas do melaço da soja
O melaço utilizado foi fornecido pela Ceval Alimen-
tos S.A. (Esteio, RS). Para determinar qual o método mais
adequado para a extração e purificação das isoflavonas, a
partir do melaço da soja, foram testados três sistemas de
solventes: acetonitrila em meio ácido (ACN-HCl) 1:5
(mostra/solvente, v/v) (Wang et al., 1996), etanol 90%
1:20 (mostra/solvente, v/v) (King et al., 1996) e metanol
80% 1:10 (mostra/solvente, v/v) (Fukutake et al., 1996).
Após agitação por 2 horas, as amostras foram centri-
fugadas a 3000 rpm por 10 minutos. Parte do sobrenadante
coletado foi submetido à extração lipídica, utilizando-se
hexano (1:4) (v/v), com agitação em vórtex por 1 minuto.
As amostras foram novamente centrifugadas, coletando-
se a fase polar, que foi evaporada sob corrente de nitrogê-
nio em temperatura ambiente. O resíduo foi ressuspendido
em 1 mL da fase móvel B. A solução resultante foi filtra-
da em filtro 0,22 mm e uma alíquota de 20 µL foi analisa-
da por CLAE. Foram analisadas amostras com e sem ex-
tração lipídica para se avaliar a necessidade da mesma.
Todas as extrações foram feitas em duplicata.
Após estas análises, elegeu-se o protocolo com
etanol 90%, devido ao maior rendimento obtido para as
isoflavonas. A extração das isoflavonas em escala semi-
industrial foi feita em etanol 90% com proporções
amostra:solvente iguais a 1:20, 1:10, 1:5, 1:3 e 1:2 (v/v)
(volume final de 1 L), com e sem aquecimento (40 °C),
sob agitação constante por 2 horas. A extração na propor-
ção de 1:5, sem aquecimento, demonstrou ser a mais
adequada, tendo sido posteriormente utilizada para a ex-
tração das isoflavonas a partir de 25 L de melaço (volume
final de 125 L). Em seguida, a mistura foi decantada, sen-
do o sobrenadante concentrado num sistema de destilação
a vácuo com capacidade de 10 L, a 40 °C. O resíduo rico
em carboidratos foi descartado.
O produto concentrado, isento de etanol, foi purifica-
do através de coluna para extração em fase sólida C18
(Bondesil Sorbents, Varian) com volume de 1,2 L, massa
adsorvente de 1 kg e capacidade de retenção de aproxima-
damente 10 g de substâncias apolares. Em cada extração,
aplicou-se volume correspondente a aproximadamente 1 g
de isoflavonas. A coluna foi lavada com água gelada (5 L)
e as isoflavonas foram eluídas em etanol 90% (5 L). O ex-
trato purificado foi concentrado em rotaevaporador a 40 °C.
Determinação de Saponinas
Para se detectar possível contaminação do extrato
purificado por saponinas, avaliou-se a presença de
saponinas no extrato aplicado na coluna, na água de lava-
gem e no extrato purificado, utilizando-se cromatografia
em camada delgada (Oleszek et al., 1988, com modifica-
ções). A análise foi feita em placas de sílica-gel de 500
mm de espessura e eluída com clorofórmio/metanol/água
(65:50:10, v/v). A placa foi pulverizada com metanol/
anidrido acético/ácido sulfúrico (50:5:5, v/v) e aquecida a
120 °C. Observou-se o desenvolvimento de cor, após irra-
diação com luz visível e UV.
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Animais
Os animais utilizados nesse estudo (n=6) foram co-
elhos machos da raça New Zealand, adquiridos da Procria
S/A., Suzano, São Paulo. Foram utilizados animais recém-
desmamados com idade de 45 dias e peso variando de 1,2
a 1,5 kg, que passaram por período de adaptação alimen-
tar, compreendendo 3 dias com ração comercial comum
para coelho (Nuvital Nutrientes Ltda, Colombo-Paraná),
2 dias com mistura de 25% da ração experimental e 75%
da ração comercial, 2 dias com mistura de 50% de cada
ração e 2 dias com mistura de 75% da ração experimental
e 25% da ração comercial. Após este período, os animais
foram alimentados com a ração suplementada com
isoflavonas até o final do período experimental de 6 me-
ses. Os animais foram mantidos em gaiolas separadas, sob
ciclo de luz de 12 horas e temperatura de 25 °C.
Ração Suplementada
A composição da dieta experimental foi feita de
acordo com Roberts et al. (1981). O extrato purificado
concentrado foi adicionado na formulação da ração de
forma que os animais consumissem aproximadamente 5
mg de isoflavonas/kg de peso corporal/dia. O resíduo de
etanol presente nesse extrato foi evaporado durante a se-
cagem da ração à temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
A ração e a água foram fornecidas ad libitum. Todos os
ingredientes, após serem preparados de acordo com suas
características de solubilidade, foram homogeneizados em
misturador industrial. Em seguida, o produto resultante foi
hidratado, peletizado e seco em estufa com ventilação, a
40 °C, por 12 horas. A ração foi estocada a –20 °C por, no
máximo, 30 dias.
Coleta de Sangue
Nos períodos basal, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 meses foram
coletadas amostras de sangue da veia central da orelha dos
animais. O sangue foi coletado em tubos contendo EDTA
(1 mg/mL) como anticoagulante e antioxidante, mantido
em gelo e protegido da luz até a obtenção do plasma.
Amostras de plasma contendo BHT 20 mM foram conge-
ladas a –20 °C, por, no máximo, 2 semanas, antes da rea-
lização das análises.
Extração de Isoflavonas da Ração
Para confirmação do conteúdo de isoflavonas da
ração preparada, adicionaram-se 5 mL de etanol 90 % em
0,5 g da ração pulverizada. A mistura foi submetida a
banho de ultra-som por 10 minutos e agitada por 2 horas
e, posteriormente, centrifugada a 3000 rpm por 10 minu-
tos. O sobrenadante foi reservado e o precipitado subme-
tido a nova extração com 2 mL de etanol 90%. A mistura
dos sobrenadantes foi seca sob corrente de nitrogênio e o
resíduo ressuspendido em 500 mL de etanol 90%. A solu-
ção resultante foi filtrada em filtro 0,22 mm e analisou-se
uma alíquota de 20 µL por CLAE. A média de consumo
mensal de isoflavonas foi calculada utilizando-se a con-
centração de isoflavonas da ração multiplicada pelo con-
sumo médio mensal de ração dos animais.
Extração das Isoflavonas do Plasma e da Urina
Incubaram-se 2 mL de plasma, 4 mL de acetato de
amônio 0,2 M, pH 4,6 e 100 µL de glicuronidase-sulfatase
(4,2 unidades/mL, Sigma S-9751), ou, 1 mL de urina, 2
mL de acetato de amônio 0,2 M pH 4,6 e 50 mL de
glicuronidase-sulfatase (4,2 unidades/mL) a 37 °C,
overnight. Após este tempo, solução resultante foi aplica-
da a minicoluna para extração em fase sólida C18 (Varian-
Bond Elut-3 mL). A coluna foi lavada com água gelada
(5 mL) e as isoflavonas foram eluídas em etanol 90%
(1,5 mL). O extrato purificado foi seco em corrente de ni-
trogênio e o resíduo foi ressuspenso em 250 µL de etanol
90%. A solução resultante foi filtrada em filtro 0,22 mm e
uma alíquota de 50 µL foi analisada por CLAE.
Análise das Isoflavonas por Cromatografia Líquida de
Alta Eficiência (CLAE)
Todas as análises de isoflavonas foram realizadas
por CLAE, utilizando-se cromatógrafo Shimadzu CBM-
10A, operando com 2 bombas LC-10AD, injetor automá-
tico SIL-10A, detector fotodiodo SPD-M10A e o
Software Class LC10. Utilizou-se coluna de fase reversa
Hypersil ODS 5 µm (250 x 4,6 mm; Supelco Co) com flu-
xo da fase móvel de 0,8 mL/min. Utilizou-se gradiente
linear composto por: A, ácido acético em água (10:90,
v/v); B, metanol-acetonitrila-diclorometano (10:5:1, v/v);
B em A (em volume) a 5% por 5 min, de 5% a 45% em 5
min, de 45% a 70% em 6 min e de 70% a 5% em 3 min
(Franke et al., 1998). Os padrões de genisteína, genistina,
daidzeína, daidzina e equol foram adquiridos da Indofine
Chemical Co., USA. As curvas de calibração, realizadas
com estes padrões, foram utilizadas para a quantificação
das diferentes isoflavonas presentes no melaço da soja, na
ração, no plasma e na urina. A absorção das isoflavonas
foi monitorada em 262 nm e a do equol, em 280 nm. As
isoflavonas foram identificadas pelo tempo de retenção e
pelo espetro.
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RESULTADOS
Validação do Método de Quantificação por CLAE
O método de análise desenvolvido foi testado em re-
lação à linearidade de resposta do detector em 6 diferentes
concentrações para cada padrão de isoflavonas e realizado
em triplicata. Os testes dos valores médios de tempo de
migração, área, altura e coeficientes de variação foram
satisfatórios. As curvas foram feitas na faixa de concentra-
ção dos padrões de isoflavonas normalmente encontrada
após a ingestão dos mesmos, com ajustes de diluição e con-
centração do método de extração. Os coeficientes de corre-
lação das curvas de calibração foram satisfatórios e a equa-
ção da reta foi utilizada para o cálculo da concentração das
amostras. O maior limite de detecção dentre as isoflavonas
analisadas foi determinado como 2,0 µM, considerando
relação sinal ruído 3:1 e o limite de quantificação determi-
nado foi de 5,0 µM considerando relação sinal ruído 10:1.
Padronização da Extração das Isoflavonas do melaço
da soja
Extração Laboratorial
As figuras 1 e 2 mostram a concentração das princi-
pais isoflavonas extraídas do melaço obtida pelos três mé-
todos utilizados, em escala laboratorial. Dentre os méto-
dos testados para a extração das isoflavonas do melaço, o
que proporcionou maior rendimento total, assim como
FIGURA 1 - Concentração de isoflavonas totais obtida pelos três métodos de extração.
FIGURA 2 - Concentração das principais isoflavonas detectadas no melaço da soja pelos 3 diferentes métodos de
extração.
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para a daidzeína, foi aquele que utilizou o etanol 90%. A
extração lipídica não influenciou a eficiência da extração
de isoflavonas. A figura 3 mostra a concentração total de
isoflavonas extraídas com etanol 90% e agitação mecâni-
ca, em diferentes proporções amostra/solvente, à tempe-
ratura ambiente e a 40 °C.
De acordo com a figura 3, a extração das isoflavonas
com etanol 90%, utilizando-se agitação mecânica vigorosa,
foi mais eficiente na proporção amostra/solvente igual a 1:5
(melaço/etanol, v/v). Não houve alteração do rendimento da
extração das isoflavonas, quando a temperatura foi eleva-
da até 40 °C, não havendo perda específica de nenhuma das
isoflavonas analisadas com o aquecimento, tanto na fase de
extração como na de concentração do extrato.
Extração Semi-Industrial
A partir dos 25 litros de melaço, obtiveram-se 57 g
de isoflavonas, que foram purificados através da coluna
para extração em fase sólida C18, da qual foram obtidos
47 g de isoflavonas purificadas, demonstrando rendimento
de 81% para o método utilizado. Na figura 4, observa-se
que houve perda maior de daidzina (5 %), justificada por
sua maior polaridade, sendo arrastada na água de lavagem
em maior proporção que as outras isoflavonas. Este méto-
do foi eficiente para a remoção de interferentes do extra-
to, que poderiam influenciar o resultado final para uso
experimental, tais como, saponinas e carboidratos. A
cromatografia em camada delgada mostrou que o extrato
bruto e a água de lavagem continham saponinas, mas que
o extrato purificado pela coluna de fase sólida estava isen-
to de saponinas (dados não mostrados).
Consumo de Isoflavonas pelos Animais
Não foi possível manter exatamente a dose de 5 mg/
kg/dia devido a perdas ocorridas durante a secagem da
ração e à rápida variação de peso dos animais. Portanto, o
FIGURA 4 - Percentual de cada isoflavona no extrato bruto antes de ser aplicado na coluna (EB) e no extrato purificado
pela coluna C 18 (EP).
FIGURA 3 - Relação amostra/solvente utilizada na extração das isoflavonas com etanol 90%.
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consumo de isoflavonas pelos animais foi de 5,1 ± 1,3 mg/
dia/kg de peso (Figura 5). Os valores obtidos no tempo
basal são explicados pelo fato de os animais estarem con-
sumindo ração comercial (Nuvital Nutrientes Ltda,
Colombo-Paraná) contendo soja, antes do início do con-
sumo da ração experimental enriquecida com isoflavonas.
Concentrações de Isoflavonas no Plasma e na Urina
A Figura 6 mostra as concentrações de daidzeína,
genisteína e equol (principal metabólito intestinal da
daidzeína) no plasma. No período basal, a concentração
plasmática das isoflavonas foi maior que em todos os
FIGURA 5 - Consumo de isoflavonas em µmol/dia/coelho.
FIGURA 6 - Concentração plasmática das isoflavonas no período experimental.
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outros períodos porque os animais se alimentavam de ra-
ção comercial contendo proteína de soja, o que demons-
tra maior biodisponibilidade das isoflavonas associadas à
proteína da soja. Porém, as concentrações encontradas no
plasma, no decorrer do período experimental, mostram
que mesmo em menor proporção, as isoflavonas não asso-
ciadas à proteína da soja são absorvidas e biodisponíveis
para exercerem suas atividades biológicas. A Figura 7
mostra a excreção urinária das isoflavonas em 24 horas. A
Figura 8 mostra o consumo e a excreção das isoflavonas,
expressos em µmol, em cada período analisado.
FIGURA 7 - Excreção urinária de isoflavonas no período experimental.
FIGURA 8 - Relação entre a quantidade ingerida e excretada na urina de isoflavonas, em 24 horas, no período
experimental.
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Cromatogramas das Isoflavonas obtidos por CLAE
As Figuras 9, 10 e 11 mostram os cromatogramas
obtidos de mistura de padrões, de amostra de plasma e de
amostra de urina. O equol é melhor detectado em 280 nm
e as demais isoflavonas são detectadas em 262 nm. Os
picos correspondentes aos glicosídeos genistina e daidzina
não são observados na escala mostrada.
DISCUSSÃO
O melaço de soja é atualmente descartado pela in-
dústria brasileira de produtos derivados da soja, mas o seu
aproveitamento pode ser de grande importância econômi-
ca. O melaço da soja é obtido a partir de extrato hidro-al-
coólico produzido durante o processo industrial de extra-
ção da proteína da soja, sendo que apenas o etanol é
FIGURA 10 - Cromatograma de isoflavonas de amostra de plasma. Comprimento de onda:      262 nm; comprimento
de onda:      280 nm.
FIGURA 9 - Cromatograma obtido de mistura de padrões de isoflavonas. Comprimento de onda:      262 nm;
comprimento de onda:      280 nm.
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reaproveitado pela indústria. Para definir a metodologia
mais adequada para a extração de isoflavonas presentes no
melaço de soja, foram utilizadas metodologias de extração
empregadas para a extração de isoflavonas a partir das
farinhas, isolados protéicos e outros derivados da soja.
Genovese et al. (2001) descreveram que o metanol 80% é
o solvente mais adequado para a extração de isoflavonas
de produtos derivados de soja, tais como, farinha
desengordurada, isolado protéico e proteína texturizada de
soja. No entanto, para a extração das isoflavonas presen-
tes no melaço, o etanol 90% mostrou maior eficiência,
sendo capaz de eliminar grande quantidade de contami-
nantes, incluindo os carboidratos. A maioria dos outros
contaminantes que permaneceram após a extração com
etanol 90% foram eliminados na extração em fase sólida.
O extrato purificado também se mostrou isento de conta-
minação por saponinas, que têm comprovada ação hipo-
colesterolêmica (Petit et al., 1995; Morehouse et al.,
1999), o que poderia interferir na utilização deste extrato
em estudos experimentais. A elevação da temperatura
para 40 °C não interferiu na concentração do extrato.
Genovese et al. (2001) também verificaram que esta tem-
peratura, utilizada durante a concentração dos extratos,
não alterou a concentração das isoflavonas presentes na
amostra.
As isoflavonas presentes no extrato purificado do
melaço da soja mostraram-se biodisponíveis, sendo detec-
tadas no plasma e na urina dos animais. As isoflavonas
glicosiladas (genistina e daidzina) não foram detectadas no
plasma (Figuras 6 e 10) porque os glicosídeos são
hidrolisados pelo ácido gástrico estomacal (Xu et al., 1995)
e/ou clivados pelas β-glicosidases produzidas por bactéri-
as da flora intestinal, tais como, Lactobacilli, Bacteroides
e Bifidobacteria (Xu et al., 1995; Friend et al., 1984), resul-
tando em suas agliconas genisteína e daidzeína, respectiva-
mente. Recentemente, demonstrou-se que a genisteína e a
daidzeína são detectadas no sangue periférico humano,
cerca de 15 minutos após o consumo da proteína texturizada
da soja, sugerindo a hidrólise dos glicosídeos no trato
gastrintestinal superior (Bowey et al., 1998). Day et al.
(1998) mostraram que extrato de células do intestino delga-
do humano são capazes de hidrolisar os glicosídeos das
isoflavonas, através das β-glicosidases citosólicas. Este
processo é importante porque as agliconas das isoflavonas
são mais biodisponíveis que as suas formas conjugadas
(King et al., 1996; Huthchins et al., 1995). No intestino,
também, ocorre a formação de metabólitos específicos pe-
las bactérias intestinais. Assim, a genisteína pode ser con-
vertida a p-etilfenol e 6-hidroxi-O-desmetilangolesina (6-
OH-O-DMA) e a daidzeína pode ser convertida a equol e
O-desmetilangolesina (O-DMA) (Kelly et al., 1993). As
agliconas, os glicosídeos, em menor proporção, e alguns
metabólitos bacterianos são absorvidos do trato
gastrintestinal, sendo conjugados no fígado com ácido
glicurônico e sulfato (Griffiths, Barrow, 1972). Esses con-
jugados, posterioremente, sofrem recirculação entero-hepá-
tica (Joanneau et al., 1995).
Neste trabalho, verificou-se que a genisteína e seu
glicosídeo, genistina, são menos biodisponíveis que a
daidzeína e sua forma glicosilada, daidzina, pois, embora
FIGURA 11 - Cromatograma de isoflavonas de uma amostra de urina. Comprimento de onda:       262 nm; comprimento
de onda:      280 nm.
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tenha sido administrada dose maior de genisteína e
genistina (Figura 5), as concentrações de daidzeína e
daidzina foram mais elevadas no plasma e na urina dos
coelhos (Figuras 6 e 7). A daidzeína é mais resistente que
a genisteína frente ao metabolismo bacteriano, em ratos
(Griffiths, Smith, 1972) e em humanos (Xu et al., 1995).
Conseqüentemente, a daidzeína está presente em maiores
concentrações no intestino por um longo período de tempo,
sendo mais biodisponível que a genisteína. Tew et al. (1996)
sugeriram que a genisteína tem menor biodisponibilidade
que a daidzeína devido à sua baixa eliminação urinária. A
daidzeína pode ser eliminada mais rapidamente na urina
que a genisteína, provavelmente, pelo fato de compostos
com três grupos hidroxila livres, como a genisteína, serem
mais rapidamente excretados para a bile (Adlercreutz,
Luukainen, 1967). Estudos realizados em humanos mos-
tram que ocorre variação individual considerável no meta-
bolismo das isoflavonas, o que poderia estar relacionado às
diferenças na resposta da flora bacteriana intestinal à dieta
(Xu et al., 1995; Lampe et al., 1998). Alguns indivíduos não
são capazes de excretar quantidades significativas de equol,
não havendo relação entre a excreção de equol e O-DMA
(Rowland et al., 2000). O consumo de lipídeos parece dimi-
nuir a capacidade da flora bacteriana intestinal de sintetizar
equol (Rowland et al., 2000).
Os metabólitos das isoflavonas têm propriedades
diferentes dos seus compostos precursores. O equol tem
efeito estrogênico três vezes maior que a daidzeina em
células de tumor endometrial (Markiewicz et al., 1993).
Estudos ex vivo têm demonstrado que o equol também é
um antioxidante mais potente que a daidzeína (Arora et
al., 1998; Wiseman et al., 1998). A excreção urinária ele-
vada de equol tem sido associada à diminuição do risco de
câncer de mama (Ingram et al., 1997). O consumo das
isoflavonas da soja e, conseqüentemente, a presença des-
sas substâncias e de seus metabólitos no plasma, estão
relacionados com a redução do risco de várias doenças
como câncer, osteoporose e doenças cardiovasculares,
além de reduzir os sintomas da menopausa (Messina,
1999). Portanto, a demonstração de que as isoflavonas
presentes no extrato obtido do melaço da soja são absor-
vidas e metabolizadas contribui para a validação do mes-
mo em estudos experimentais e clínicos.
CONCLUSÕES
A purificação das isoflavonas a partir do melaço ob-
tido da soja, pelo protocolo descrito neste trabalho, forne-
ce preparação adequada para a utilização em estudos expe-
rimentais. Estes dados fornecem subsídios a estudos futu-
ros, cujo objetivo seja a suplementação com isoflavonas,
além de indicar às industrias, que atualmente descartam o
melaço obtido da soja, possível utilização comercial deste
subproduto.
ABSTRACT
Evaluation of plasmatic and urinary concentrations
of purified soy isoflavones
Soy isoflavones show antioxidant and estrogenic effects
and have been related to decreased risk of cancer and
cardiovascular diseases. The goal of the present study was
to standardize the extraction of isoflavones from soy
molasses and to evaluate the plasmatic and urinary
concentrations of isoflavones in rabbits after consumption
of extracted isoflavones. Isoflavones were extracted with
90% ethanol and purified with a C18 column. The
extraction yield was 81%. The purified isoflavone extract
was added to the chow (5 mg isoflavone/ kg body weight/
day) used for feeding rabbits during 6 months. The
concentration of isoflavones (genistein and daidzein) in
the extracts, chow, blood plasma and urine was
determined by high performance liquid chromotagraphy.
The mean concentration of isoflavones in blood plasma
was 4 mM and the urinary excretion was 22 μmol/24 h.
The extraction of isoflavones from soy molasses resulted
in a suitable preparation for experimental studies.
UNITERMS: Isoflavones. Phytoestrogens. Soy molasses.
Genistein. Equol.
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